













































































これ ら人 工核 酸 の開発 は 、従 来Figure2aに示 した よ うに行 われ て きた。 す なわ ち、 まず塩
基部 を分子 モデ リング等 で設 計 、合 成後 、核 酸糖 部 とカ ップ リング させ る。一続 いて 、ア ミダイ
トブ ロ ックへ の誘導 とオ リゴ核 酸 へ の導入 を経 て、 人 工核 酸 塩 基 の物性評 価 を行 う。 通 常 は、
さ らに機 能 性 の高 い分子 の 開発 を 目指 し、得 られ たデー タを次の分子 設 計へ と応用 し、 このサ
イ クル を繰 り返 し行 う。 この従 来 の開発法 で は、新 たな非天 然型塩 基 を開発 す るたび に これ ら
一連 の工程 を経 る必要 が あ り、特 に化合物 の合 成 に長時 間 を費やす た め、十分 に構造 を最 適化
す るまで このサ イ クル を繰 り返 し行 うこ とは 困難 で あ る。つ ま り、非天 然型 塩 基の よ り迅 速 な
開発 法 の確 立 は 、望 み の機 能 を有す る人 工核 酸 を開発す る上で非 常 に価 値 が あ る と考 え られ る。
そ こで 著者 は 、伸張後 修飾 法(PEM法:post-elongationmodificationmethod)4)を活 用 し
た新 た な非天 然型塩 基 の開発 アプ ローチ を考案 した(Figure2b)。伸 長後 修飾 法 とは 、あ らか
じめ反 応 部位 を導入 したヌ ク レオ チ ドをオ リゴ核 酸 へ と導入 し、オ リゴ核 酸上 で化学 修飾 を行
う手 法 であ る。 本手 法 は古 くか ら核 酸 の分 野 にお い て用 い られ てお り、 トリア ゾ リル化 した ピ
リミジン塩 基 へ の求核 置換 に よ る置換 基 の導入 が主 で あった。 また、近年 で は主 に機 能性 分 子
との コン ジュゲ ー トに も多 用 され る よ うに なった。著者 は 、塩 基部前 駆体 を もつ オ リゴ核 酸 を
合成 後 、伸 長後 修飾 に よ り誘 導体化 す るこ とで種 々 の核 酸塩 基 アナ ログを簡便 に合成 可 能 であ
る と考 えた。 このア プ ロー チ で は、誘 導体 合成 の 大幅 な効 率化 が 可能 で あ り、 「得 られ た人 工
核酸 の物性 評 価→ 新 たな人 工核 酸 のデザ イ ン→ 合成 」の サイ クル に要 す る時 間が大 幅 に短縮化
Figure2.Traditionalandnewapproachesofoligonucleotidesbearingnonnaturalnucleobase.
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で き る。 さ らに、DNA合 成後 に化 学変 換 を行 うため、例 えば、 オ リゴ核 酸合 成 時 に利 用 され
る様 々な反応 条件 に適 応 困難 な不安 定 な構 造 も導 入す る こ とが可能 にな る と考 え られ る。 これ
に よ り、 よ り論 理的 で緻密 な分 子 の探 索 をスムー ズ に行 うこ とが可能 にな る と考 えた。
一方 、近 年SharplessらとMeldalらに よ り報 告 され た一価 の銅触 媒 を用 いたHuisgen反応
(CuAAC)5'7購1は、様 々な分野 におい て広 く用 い られ て い る(Figure3)。本反応 は、 アジ
ドと末端 アル キ ンか ら1,4一置 一1-Hトリア ゾール 環 を位 置 異性体 選択 的 に与 え る反応 で あ り、
高い化 学選択 性 を有 して い る。溶媒 に水 を用 い る こ とが 可能 であ り、かつ化 学 選択性 が高い こ
とか らオ リゴ核 酸 の よ うな高極性 で 多官 能 基 を有す る生体 高 分子 を基質 とす る反応 に適 して
い る と考 えた。
Figu・吸 ρ・PP・(1)馴cat・1yzed・1kyn・・a・id・1,3・dip・1・rcy・1・aditti・n(C醐C)・
まずはじめに、著者はクリックケミス トリーを用いた人工塩基構築法の確立を目指 した(第
…章)8)。塩基部位にエチニル基を有するオ リゴ核酸を合成 し、ベンジルアジ ドとのCuAAC
反応をモデル実験 として行い、反応条件を最適化 した(第 一章第一節)。続いて最適化 した条
件下、種々のアジ ド試薬(1級,2級,3級,芳香族アジ ド)を用いることで本法の基質一般性を
確認 した(第 一章第二節)。また、物性評価の一例として、得られた非天然型塩基の塩基認識
能を一本鎖DNAと の融解温度測定(Tm測定)に より評価 した(第 一章第三節)。次に、今回
確立した新規開発アプローチを三重鎖形成核酸のための非天然型塩基開発へと展開した(第二




手 した。はじめに、末端アルキンを有する糖部構造を設計・合成 し、オリゴ核酸へと導入 した。
次に、クリックケミ ス トリーを利用 して非天然型塩基の構築を行った(第 二章第二節)。そし
て、得られたオ リゴヌクレオチ ドの三重鎖形成能をTm測定により評価 した(第 二章第三節)。
注1Huisgen反応10)は古 くか ら知 られ ている有用 な1
,3一双極子付加 環化反応 の一つで、一般的には80℃ ～
120℃の高温 を要 し、生成物 は多 くの場合位 置異性体の混合物 とな るが(下 図)、1価の銅触媒 を用い ること







まずは じめに、塩 基 部前 駆体 とな るエチ ニル 基 を導入 したオ リゴ核 酸 を合 成 し、CuAACに
よ り塩 基 部位 を構 築 す る こ とで 、1H-1,2,3一トリア ゾール骨 格 を非 天然型 塩基 と して もつC一 ヌ
ク レオ シ ド型 人 工核酸 の合 成 を行 うこ とと した。 この手法 は 、ア ジ ド試 薬 を種 々変更 す るだ け
で 、様 々 な トリア ゾー ル型核 酸塩 基 の構築 が可 能 で あ り、本 手 法 を確 立す る こ とで、 よ り短 時
間 で種 々の非 天 然型塩 基 を有す るオ リゴ核酸 の合成 が可能 に な る と考 え られ る(Figure4)。
Figure4.SynthesisoftriazolenucleobasesusingCuAAC.
第 一 章 第 一 節 エ チ ニ ル 基 を 有 す る オ リ ゴ核 酸 の 合 成 と ク リ ッ ク ケ ミ ス ト リー に よ る
非 天 然 型 塩 基 の 構 築
まず 、塩 基 部位 にエ チニル 基 を有す るヌ ク レオ シ ドを合成 し、オ リゴ核 酸 へ導入 す るこ と と
した(Scheme1)。市販 の2-deoxy-D・ribose(1)から5工 程 を経 てエ チ ニル基 を有す るヌ ク
レオ シ ドをア ノマ 異ー性 体 混合物12(2)11)として得 た。5'位水 酸基 の ジ メ トキ シ トリチル 化 を
行 い異性 体(3α,3β)を分離 精製 した後 、3β をホスホ ロア ミダイ ト体へ誘 導 した(4)。得 ら
れ た ア ミダイ ト体4は 、DNA自 動 合成 機 を用 いて15merの オ リゴ核 酸 の 中心 に導 入 した。
続 いて 、ODN1と ベ ンジル ア ジ ドを用 い たモデ ル 実験 に よ り、 ク リックケ ミス トリー に よ
触 通常、天然の核酸糖部であ るフラノース環は4つ の不斉炭素中心を もつ。 この不斉炭素 中心 の うち、1位 の 立体配置
のみが異 なるジアステ レオマー を相 互にアノマー異性体 と呼ぶ。α と βの名称 は、ア ノマー位 の炭素 の立体配置 とD・、
L・を決定す る炭素の立体配置の相対的関係 で決 められ る。構 造をHaworth式で記述 したとき、D系 列 の化合物 は5位 炭








る トリア ゾール型 核酸 塩基 構 築 の反応 条件 を検 討 した(Table1,Figure5)。反 応 はRP-HPLC
を用 いて追跡 した。 なお 、MALDTTOFMassによ り化合 物 の 同定 を行 った。 は じめに、10%
THE水 溶 液 を用 いて反 応 を行 い(Entry1)、反応 液 をHPLCで 分析 した。結果 、原 料(ODN1)
























融2'・deoxy・5・加ethylcytidi鵬は、シチジン類縁体であ る。三重鎖形成オ リゴ核酸(TFO)に おいて、シ トシンのかわ りに









試薬 の当量 を増加 させ る こ とで反 応 効率 の 向上が見 られ た(Entry2,Figure5b)。しか しな
が ら、 これ らの条件 は いず れ も15時 聞 と比 較 的長 時間 を必要 と した。 まな 、反 応 効率 に も大
きな ば らつ きが あ り、再現性 を得 る こ とが難 しか った。加 えて 、一部 オ リゴ核 酸 の分解 も認 め
られ た。今 回 の実験 系 では 、反 応 ス ケール が非 常 に小 さいた め(反 応溶 液 も10μL程 度 と非常
に少量)、THEが揮発 し、反応 液 中のベ ンジル アジ ドが分離 した こ とが原 因 として 考 え られ る。
また 、一価 の銅 触 媒 は不安 定 であ り触 媒 が容易 に不 均化す る こ と注4や、ラジカル の発 生 に よる
オ リゴ核酸 の分 解 が報告 され てお り12)、これ らも原 因の一 つ で ある と考 えた。そ こで、一 価 の
銅 触媒 の リガ ン ドと して2004年 にFokinらに よっ て報 告 され たTBTA(ト リス[(1・ベ ンジル
ー1H1,2,3・トリア ゾール・4・イル)メチル]アミン)13)を用 い る こ とに した。 また 、溶 媒 の 有機 層 と
してDMSOを 用 い る こ とと した注5。結果 、銅 に対 してTBTAを2当 量 以 上用 い る こ とで再 現
性 よ く、かつ 非常 に短 時 間で反 応 が進 行す るこ とを見 い だ した(Entries3-4,Figures5c-5d)。
最終 的 に、Entry3と同条件 下 、溶 媒 のDMSOの 割合 を30%と したEntry4の条件 で以 降の
実験 を進 め る こ と と した。
第 一 章 第 二 節 基 質 一 般 性 の 検 討 曳
第一 節 で 見 い だ した 非天 然型 塩 基構 築 のた め の条件 の基 質 一般 性 につ い て種 々の ア ジ ド試
薬 注6(1級、2級 、3級 、芳香 族 ア ジ ド)を 用 いて検討 を行 った(Table2)。結 果 、脂 肪 族 の
6
1級 、2級 ア ジ ドで は効 率 よ く反 応 が進行 しそれ ぞれ 対応 す る トリア ゾー ル型 核酸塩 基 を有 す
る 目的 のオ リゴ核 酸 が得 られ た(Entries1-4:0DN1-a-d)。一方 で、脂 肪族 の3級 ア ジ ドを
用 いた 場 合 は、 そ の 立 体 障 害 の た め か低 収 率 に と どま っ た(Entry5:0DN1・e8%,Entry
6:0DN1・f38%)。しか しなが ら、嵩 高い3級 ア ジ ドを基 質 と して用 いた場 合 も反応 時 間 を延
Table2.Examinationofsubstrategenerality.













長 す る こ とで収 率 が改善 され る ことが 明 らか とな った(Entry6)。芳香族 ア ジ ドを用 いて反応
を行 った場 合 、 フェニル ア ジ ドに加 えて、電 子供 与基(メ チル 基)、電子 求 引基(カ ル ポ キ シ
ル 基)を 有 す るアジ ド試 薬 も首尾 よ く反応 が進 行 し、高収 率で 目的物 が得 られ た(Entries7-
10:0DN1・g-7)。さ らに、ア ジ ドのオル ト位 に置換 基 を有す るよ うな 立体 的 にか さ高 いア ジ ド
試 薬 を用 い て も収 率 よ く 目的 物 が得 られ る こ とが分 か った(Entries11-12:0DN1-k-1)。芳
香環 が ピ リジン環 の場 合 、Entry13(ODN1・m)では反応 が進行 し、高収 率 で 目的 のオ リゴ
核 酸 を得 る こ とが で きた が、一方 で 、無置換 の ものや 、ニ トロ基 を有す るア ジ ド試 薬 で は反応
が進 行せ ず原 料 回収 となった(Entries14-15:0DN1-n-o)。反応 が進 行 しなか った 原 因の一
つ と して ピ リジ ン環 に よ りア ジ ド基 の電 子密 度 が 下 が り反応 性 を低 下 させ た可 能性 が考 え ら
れ る注7。以 上 の結果 よ り、今 回見 いだ した ク リックケ ミス トリー の反 応 条件 下、多 くのア ジ ド
試 薬 か ら多 様 な トリア ゾール型 塩 基 をオ リゴ核 酸上 で簡 便 に合 成 で きる こ とを確認 した。
第一章第三節 トリアゾール型核酸塩基 を有す るオ リゴヌ クレオチ ドの二重鎖形成能
評価
実際、本手法の有用性を確認するために、合成 した トリアゾール型核酸塩基の塩基対形成能




















ア ゾー ル型 核 酸塩 基 を、Yの 位 置 に4種 類 の天然 の核 酸塩 基(A、G、C 、T)を 用 い るこ とで
塩 基対 形成 能 を評価 した。結 果 、 トリア ゾー ル型 核酸 塩基 は天 然 の フル マ ッチ塩 基対 のTm値
(52℃)と比 べて10℃ 以上低 い値 とな った。 しか し一方 で 、 トリア ゾー ル環 構築 前 よ りもそ
の7㌔ 値 が上昇 す る こ とも明 らか となっ た。 これ は 、 トリア ゾール環 の若 干 のス タ ッキ ング効
果 に よ り、 二重 鎖 の安 定性 が 向上 した と考 え られ る。 ま た 、1一フ ェニル チオ メチ ルー1H・1,2,3一
トリア ゾー ル を塩基 部位 に持 つ オ リゴ核酸 のTn、値 は 、37°C-40℃と全 ての塩 基対 して トリア
ゾール 環構 築 前 よ り大 き く向上 し、またそ の塩 基 対 選択性 は ほ とん ど見 られ な か った。これ は 、
硫 黄原 子 の導入 に よ り塩 基部位 の疎水性 が 向上 した こ とで、よ りス タ ッキ ング効 果 を獲得 で き
た ので は ない か と推 測 され る。 この よ うな非 特異 的認 識能 を有す る核 酸塩 基 は 、ユ ニバ ーサ ル
塩 基is,17)として知 られ てお り、今 後詳 細 な検討 は必要 で あ るが、ユ ニバ ーサル 塩基 と して の
機 能 を有 す る非 天然型 塩基(1一フ ェニル チオ メチル ー1H1,2,3一トリア ゾール)の 発 見 に至 った。
この よ うに、非天然 型塩 基 の一部 の置 換基 を簡 便 にス ク リー ニ ング可能 に なっ た こ とで、分子
モ デ リン グ等 で は発 見 す る こ とが 困難 な構 造 を もつ 有 用 な分 子 の探 索 を迅 速 に行 うこ とが 可
能 に なった。
以 上 、著者 は 、伸長 後修 飾 法 にCuAACを 活 用す る こ とで、 オ リゴ核 酸上 で の非天 然型塩 基
構築 法 を確 立 し、そ の基質 一般 性 につ い て も確認 した。 また、本 手法 を用 い て一本鎖DNA認
識能 をTm測 定 に よ り評 価 した。 これ に よ り、従 来 よ りも迅速 、簡 便 に非天 然型塩 基 の合成 と
そ の物性 評価 が可能 に なった こ とを示 した。
rl:gT,,,測定 は、温度 上昇 に伴 うUV吸 収の変化を測 定 した もので あ
る。 二重 鎖の 臨 値 とは、二本鎖DNAの 半分 が一本鎖DNAに 解
離 する温 度であ り、三重鎖のTin値とは、標的 二重鎖DNAと 結合
しているTFOの 半分が解離す るときの温度で ある。 これ らは、そ








非天然 型塩 基 を有 す る人工核 酸 は、遺伝 子 治療 や診 断薬 、そ の他核 酸 を用 いたテ ク ノロジー
の研 究 等 、 多 岐 に渡 って 利 用 され て い る。 中 で も三 重 鎖 形成 オ リゴヌ ク レオチ ド(TFO;
triplexformingoligonucleotide)は、遺伝 子本 体 であ る二重鎖DNAを 直接標 的 とで き るこ と
か ら遺伝 子発 現 の抑 制 だけ でな く、転 写の促 進や 複製 阻害 、変異誘 発等 の様 々 な核 酸テ クノ ロ
ジーへ応 用 可能 な魅 力的 な分 子 であ る18)。
TFOは 、標 的 二重鎖DNAの 片側 の鎖 の核 酸塩 基 を識 別す る ことで配 列 特異 的に三 重 らせ
ん構 造 を形成 す る こ とが知 られ てお り、そ の塩基 対結 合様 式 はFigure6に示 した通 りで ある。
す な わ ち、TFOの 塑 がAT塩 基 対のAを 、プ ロ トン化 したC(C+H)がGC塩 基対 のGを そ
れ それ2本 のHoogsteen型水 素
結 合 を介 して認 識す る。しか しな
が ら、TAま た はCG塩 基 対 を選
択 的 か つ 強 固 に識 別 す る天然 の
核 酸 塩基 が存在 しな い こ とか ら、
標 的 とで きる配 列 はDNAの ホモ
プ リン ・ホ モ ピ リミジ ン領 域 に限
られ る とい う問題 点 があ る。そ こ
で 、三重 鎖形 成核 酸 の実用 化 を達
成す るた めに、数 多 くの非天然型
塩基 が合成 され 、その物性 評価 が
な され て きた1)。しか しなが ら、
ま だ 実 用 化 可 能 な十 分 な機 能 を
有 す る人 工 核 酸 の 開 発 に は 至 っ






第二章第一節CG塩 基対認識 のための非天然型核酸塩基スク リーニング研究
三重鎖 核酸 にお け るCG塩 基 対 の認 識 にお いて 、天然 の核
酸 で あ るチ ミン(T)は 、一本 の水 素結 合 を介 してCG塩 基
対 を認識 す る こ とが知 られ て い る(Figure7)が、TはAT
塩 基対 と よ り強 固 に塩 基対 を形 成す るた めCG塩 基対認 識
に利用 す るこ とはで きない。当研 究 室 にお いて これ まで にイ
ミダ ゾー ル とオ キサ ゾール を塩 基部位 に持 つ 人 工核 酸 が 開 Figure7.Plausiblestructureof
T・CGtriplet.
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発 され 、既 に物性 評 価 が行 われ てい る(Figure8)19,20)。そ の結果 、IBの場合 はCG塩 基対 に
対す る選択 性 、親和 性 が得 られ なか った の に対 して 、OBは 若 干 のCG塩 基 対選 択性 と中程度
の親 和性 を有 す る こ とが わか っ た。 以 上 の こ とか ら、オ キサ ゾール を有す る人 工核 酸(OB)
の グ リコシル結 合 の α位 に存在 す る酸素原 子 が 、水 素結 合受 容体 と して シ トシン4位 ア ミノ基
と水 素結 合 して い る こ とが考 え られ た(Figure8)。今 回第 一章 で合成 した トリア ゾール型 核
酸 塩 基 も、 グ リコシル結 合 の α位 に水素 結合 受容 体 とな る窒素 原子 を持つ こ とか ら、OBと 同
様 にCG塩 基対 に対 して親 和性 を有す るので は ないか と考 えた。 さらに、ク リックケ ミス トリ
ー を用い た本法 を利 用 し、 トリア ゾー ル環1位 の置換基 を スク リー ニ ングす る こ とで よ りCG




構造を有するアジド試薬を用いた非天然型塩基及び天然のチ ミン(T)をXに 導入 したオ リゴ
Table4.Tmvalues(°C)oftriplexes.
TFO5'-TTTTTCTXTCTCTCT-3'




















































核 酸 のT,。測 定 を行 った(Table4)。先 に も述べ た が、チ ミンはCG塩 基 対 に対 して1本 の水
素結 合 を介 して トリプ レッ トを形 成す る こ とが知 られ てお り、そ のTn値 は.25℃の値 を示 した
(Entry9)。一 方 で、AT塩 基対 に対 して44°Cと高 いTn,値を示 してお り、チ ミンはAT塩 基
対選 択性 を有 してい るこ とを示 した。合 成 した非 天然 型塩 基は全 てCG塩 基対 とそ の他 の塩 基
対 とのTm値 に差 が 見 られ(△Tn,=6～8℃)、中程度 のCG塩 基 対選 択性 を示 した(Entries1-
7)。この こ とか ら、当初 の設 計通 り トリア ゾー ル環 がCG塩 基 対選択 的 に相 互 作用 して い る可
能性 が考 え られ る。 また 、1一ア ダマ ンチ ル基 を有す るか さ高 い置 換 基 を持 つ非 天然 型塩 基 も、
そ のTm値 は17°Cと低 い もの の、三重 鎖 を形成 す るこ とが 明 らか となった(Entry4)。これ ら
7種 類 の トリア ゾー ル型 核酸 塩 基の 中で 、芳香族 ア ジ ドで ある フェニル ア ジ ドを用 い て合成 し
た非天然 型塩 基 は 、CG塩基 対 に対 して最 も高 い値 を示 し、その値 は25℃ と(Entry7)、T・CG
トリプ レッ トと同程度 の値 を示 した。 また 、その他 の塩基 対(TA、GC、AT)に 対す るTmI直
は17℃ 以下 で あ る ことか ら高 い塩 基対選択 性 を有す る こ とがわ か った。 そ こで 、 フェニル ト
リア ゾール骨 格 を基 本骨格 と して 、ベ ンゼ ン環 に置換 基 を種 々導入 した非天然 型塩 基 を合成 し、























キ シ基 を有 す るEntry2や、 ピ リ ドン構 造 を有す るEntry4では、無置 換ベ ンゼ ン と比較 して
CG塩 基対 に対 し同程 度 のTm値(24-25℃)を 示 し、TA塩 基対 に対 し若干 のTm値 の減 少が
見 られ た。 一方 で 、カル ポキ シ基 を持つ非 天然 型塩基 は、CG塩 基対 に対す るTm値 が大 き く
低 下 した(Tm=17°C,Entry3)。メタ位 に置 換 基 を有す るものは 、その置 換基 によ るT,。値 の
変 化 があ ま り観 察 され ず 、全体 的 に三重鎖 を若 干 不安 定化 す る結果 となっ た(Entries5-8)。
一方 で、Entries9-10の結 果 か らパ ラ位 の置換 基 がTA塩 基対 に対す る親 和性 に大 きく影 響す
るこ とが 明 らか とな った。 特 にパ ラ位 に カル ポ キシ基 を有す る非天 然型塩 基 は、CG塩 基 対 に
対 して若 干 親和性 が低 下 した もののTA塩 基 対 に対 す るTm値 が大 き く低 下 した(Entry10)。
パ ラ位 置換 基 は 、三 重 らせ ん構造 の リン酸 ジエ ステ ル骨格 の方 向に位置 して い る と考 え られ 、
よ り詳 細 な検討 は必 要 であ るが、置換 基 と リン酸 ジエ ステル骨 格 間での 立体反 発や静 電 的反発
等 の 要 因 に よ り塩 基 対 認 識 能 に影 響 を
与 え てい るので は ない か と推 察 され る。
そ こで、さ らにパ ラ位 置換 基 を変換 した
結果 、 ウ レイ ド基 を有 す る もの が 、CG
塩 基 対 に対 して チ ミン と同程 度 の親 和
性 を保 った まま({君n=24℃)、TA塩基
対 に対す る親 和性 が低 下 し、結果 と して
高 い塩 基 対選 択性 を示 した。このCG塩
基対 選択性 を確 認 す るた め、異 な る測 定
条 件 下 、7も 測 定 を行 っ た(Table6,
Figure9)。結果 、チ ミンはCG塩 基対















のTm値 とな り、△%ニ16℃ を示 した。 一方 、P一ウ レイ ドフ ェニル トリア ゾール を塩基 部位 に
持つ 人 工核 酸 は、CG塩 基 対 に対 し29℃ とT・CGと 同程 度 で あ り、△Tm=11℃を示 した。 以
上 の結果 か ら、今回 見い だ した非 天然 型塩 基 は、T・ATの塩 基 対選択性 には及 ばな かった もの
の、CG塩 基 対 に対 して 良好 な選択 性 を有す る こ とがわ かった。また、推 測 では あ るが 、Figure

















開 発 に お い て は 、 コア とな る構 造 が こ
れ ま で の研 究 か ら未 だ 明 らか とな っ て
い な い(Figure10)。その大 きな原 因 と
して 、TA塩 基対 のチ ミン5位 メチル 基
の存在 が あげ られ る。TFOの 核 酸 塩 基
は、チ ミン5位 メチル 基 の 立体反発 を
受 けやす く、 チ ミンを認 識 す る こ とが










糖 部構 造 の スペ ー サー 部位 は分 子モ デ リング等 に よ り設計 し、芳香 族 スペ ー サー 、脂肪 族 ス
ペ ー サー の両 方 を考 案 した(Figure12)。 芳 香族 スペ ー サ ー と して は 、チ エ ニル スペ ー サ ー
(Spacera)を用 い る こ とと した。分子 モ デ リングの結 果 か ら、 チオ フ ェン等 の五員 環 は チ ミ
ン5位 メチル 基 との立 体障 害 が小 さ く、ま たチ オ フェ ン部位 のス タ ソキ ン グ効 果 に よる三重 鎖
構造 の安定 化 が期待 で き る と考 え られ る。 一方 、脂 肪族 スペ ー サー は 、5種 類 の スペ ー サー 構
造Spacerb-fを設 計 した。これ らは 自由度 の高 さか ら三重 鎖構 造 自体 の安 定性 を低 下 させ る可
能性 があ る ものの 、スペ ー サー の長 さをそれ ぞれ 変化 させ 、その構 造 に適 度 な 自由度 を もたせ







スペ ー サー を有す るア ミダイ トブ ロ ックを合成 した。チオ フ ェン部位 をスペ ーサ ー に持 っ化 合
物 の合成 をScheme2に示 した。 文献既 知化 合物522)を合成 後、 トリメチル シ リル アセ チ レン
との園頭 カ ップ リング反応 に よ りアセチ レンユ ニ ッ トを導入 し化 合物6を 得 た。炭 酸 カ リウム
ーメタ ノー ル条件 下 、トリメチル シ リル基 とアセ チル 基 の除去 を行 いヌ ク レオ シ ド7と した後 、
5'位水酸 基 の ジ メ トキ シ トリチル化(8)、3'位水 酸 基 のボス ホ ロア ミダイ ト化 を経 て 、DNA合














チル 基 で保 護 したエ ステル 体1023)から、3種 類 の スペ ー サー(spacerb,c,f)を有す るア ミダ
イ ト体 の合成 を行 った(Scheme3)。ア ミ ド構 造 を有す るspacerfは、まず 文献既 知化 合物 の
エ ステ ル体10鸛 基性 条件 で加 水 分解 し、96%の収 率 で カル ボ ン酸誘 導 体11へ と導 き、
ESC・HCIを用 いて プ ロパ ル ギル ア ミ ドと縮 合 させ ア ミ ド体12を 得た。 そ の後 、3'位水酸 基
のボス ホ ロア ミダイ ト化 を行 いspacerfを持っ ア ミダイ ト体13を 収 率90%で得 た。Spacerb
を有 す るア ミダイ ト体 の合 成 は 、まず化 合物10をDIBALに よ り還无 しアル デ ヒ ド14を91%
の収 率 で合成 し、続 い て大平 一ベ ス トマ ン試 薬 との反応 に よ り末端 アセ チ レン15を 構 築 した。
続 いて 、3'位水 酸 基 のホス ホ ロア ミダイ ト化 に よ りspacerbを有す るア ミダイ ト体16へ と導
15
い た。最 後 に、spacercを有 す るア ミダイ ト体19の 合成 は、まずLiAIH4を用い て化合 物10
のエ ス テル を1級 アル コー ルへ と還 元 し、続 いて トシル 化 を行 い化 合物17へ と2工 程81%の
収 率で誘 導 した。 次 いでSN2反応 に よ り末 端アセ チ レンを導入 し化合 物18と した後 、 ホ スホ
ロア ミダイ ト化 に よ りア ミダイ ト体19の 合 成 を達成 した(Scheme3)。
また 、αハ ロ糖:20からspacerd、eを有す る2種 類 のア ミダイ ト体 の合 成 も同時 に行 っ た。
spacerdを有す るア ミダイ ト体 の合 成 では 、化 合物20に 対 して プ ロパル ギル アル コール を反
応 させ て ア ノマ 異ー性 体21α、21βを分離精 製す る こ とで、それ ぞれ34%、39%の収 率で得 た。
得 られ た化 合物 の 立体 は、糖 部1'位水 素 と4'位水 素(21β)、または糖部i位 水 素 と3'位水 素
(21α)の相 関 をNOESY測 定 に よ り観測 す る こ とで決 定 した。続 い て21β の5'位水酸 基 、3'
ドへ








れ た化 合物22の5'位 水酸 基の ジ メ トキシ トリチル 化 に よ り トリチル 体23へ と誘 導 し、続 く3'
位 水酸 基 のホ スホ ロア ミダイ ト化 を経 てspacerdを有す るア ミダイ ト体24の 合成 を達成 した。
最後 に、spacereを有す るア ミダイ ト体29の 合 成 を記す。aハ ロ糖20か ら文献 に従 い2工
程 で導 い たカル ボ ン酸誘 導体252のとプ ロパ ル ギル ア ミン との縮合 に よ りア ミ ド体26を 収 率
96%で合成 した後 、 ソジ ウム メ トキ シ ドを用 い た水 酸基 の脱保 護 に よ りヌ ク レオ シ ド27へ と
導 い た。 その後 、 これ まで の化 合物 と同様 に5'位水 酸基 の ジ メ トキ シ トリチル化(28)、3'位
水 酸基 の ホス ホ ロア ミダイ ト化 を行 いア ミダイ ト体29を 得 た。
以上合 成 した6種 類 の ア ミダイ ト体(9,13,16,19,24,29)を15・merのオ リゴ核 酸へ と
導入 した(Scheme冷5)。オ リゴ核 酸 は通常 のDNA合 成 プ ロ トコール を用い て合成 し、HP-HPLC














第 二 章 第 三 節Nui対 認 識 能 の評 価
続 いて得 られ た オ リゴ核 酸ODN2-ODN7と 種 々 のア ジ ド試 薬 を用 いて 、本研 究 で 開発 し

























注9オ リゴ核 酸 の合 成 と分 子量測 定(MALDI・TOFMass)の結 果 につい て は、実験 項 に詳 細 を記 載。












基対 に対 して最 も親 和性 が 高 い こ とが知 られ てお り、そ の水素結 合様 式 はFigure14に示 した
構造 が示 唆 され てい る25)。今 回の 臨 測定 の条 件 にお い てはTA塩 基対 に対 して32℃ の値 を
示 した(Entry1)。ク リックケ ミス トリー適用 前 のチエ ニル基 を有す る非 天然型塩 基 で は塩 基
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天然型 塩基 にお いて もTm値 は ク リックケ ミス トリー適 用 前 と同様 の値 を示 した(Entries3-5)。
一方 で フェ ニル ア ジ ドを用 いて合 成 したEntry6にお いて はそ のZ'm値が10℃-20°C上昇 し、
TA塩 基対 に対 して は31°CとG・.TAと同程度 の値 を示 した。これ らEntries3-6の結果 か ら、
4・(チオ フェ ン・2・イル)トリア ゾール骨格 と隣接塩 基 間 での ス タ ッキ ング に よる三 重鎖 の安 定化
は、観 察 され な か った ものの、 さらにベ ンゼ ン環 と トリア ゾール環 が連続 す るこ とで 、ス タ ッ
キ ン グ効果 に よる三重鎖 の安 定化効 果 を獲 得 で きた と考 え られ る。 そ こで 次 に、ベ ンゼ ン環 に
官能 基 を導 入 し、TA塩 基 対選択 性 の 向上 を試 みた。まず 、 トリア ゾール 環一ベ ンゼ ン環 のC-N
結合 のオル ト位 に置換 基 を導 入 した場合 、塩 基対 の種類 に よ らず7'm値は低 下す る結果 とな っ
た(Entries7-9)。特 に、 カル ポ キ シ基 や ア ミ ド基 を有 す るEntries8-9にお い てはそ の 臨
値 の減少 が顕 著 に現れ た。 また 、 ヒ ドロキシ ピ リジン骨格 を有 す るEntry40では ヒ ドロキ シ
基(Entry7)と比 べ て よ り 臨 値 の減 少 が観 察 され たが 、これ は ピ リ ドン とヒ ドロキ シ ピ リジ
ンが互 変異性 す る こ とが原 因 の一つ で あ る と考 え られ る。 また 、ベ ンゼ ン環 メ タ位 に置換 基 を
有す る非天 然型 塩基 にお いて は無置 換 の もの と比べ て多 少 のTm値 の差 は見 られ た ものの 、そ
の塩 基対選 択性 、親 和性 に大 きな変化 は観 察 され なか った(Entries11-16)。これ らの結果 か
ら、チオ フ ェ ン骨格 を有 す る非 天然 型塩 基 のベ ンゼ ン環 上 の官能 基 は、TA塩 基対 の アデ ニ ン
を認識 す る部位 に空 間的 に位置 して いない こ とが考 え られ る。また 、Entryl7のナ フチル基 へ
と環 を拡 大 した非天 然型 塩基 は、塩基 対 選択性 につ いて は変化 が見 られ ない もの の、Tm値 は
さ らに上 昇 しTA塩 基対 に対 して は37°Cの高い値 を示 した。 以上 の結 果 か ら、チ オ フェ ンを
有す る非 天然 型塩 基 はアデ ニ ン塩 基 を認識 してい ない と考 え られ る。お そ らく、芳香 環 が連 な
るこ とに よっ て塩基 部位 がイ ン ター カ レー ター と して作用 し、塩 基対 の種類 に関 わ らず 非特 異
的 な三重鎖 の安 定化 が生 じた と考 え られ る。
続 いて 、メ チ レンスペー サー(spacerb)を有 す るオ リゴ核 酸(ODN3)を 用 いて合 成 した
非天然型 塩 基 の融解 温度 測 定の結果 をTable8に示 した。 まず 、脂 肪族 ア ジ ドを用 い て合成 し
ロへ
た非 天然型 塩 基 は、20°C前後 と全 体的 に低 いTm値 を示 した(Entries1-2)。この原 因 と して 、
自由度 の高 い スペ ー サー の 導入 に よ り三 重鎖 形成 時 にエ ン トロ ピーの 損失 に よ る三 重 鎖 の不
安 定化 、ま た トリア ゾール骨格 と隣接 の塩基 対 間で の十分 な ス タ ッキ ング効 果 が得 られ てい な
い こ とが考 え られ る。一方 で 、Entry3で示 した フェニル トリア ゾール骨格 を有 す る非 天然型
塩 基 は、先 の チオ フ ェ ン骨 格 を有す る非 天然型 塩基 の結果 とは異 な り、Entries1-2で示 した
脂 肪族 ア ジ ドを用 い た場 合 のTm値 と同程 度 の値 を示 した。(脂肪 族 スペ ー サー を有す るspacer
b-fでは)脂 肪 族 ア ジ ドを用い た非 天然型 塊基 と芳香 族 ア ジ ドで あるフ ェニル ア ジ ドを用 い て
合成 した 非天 然型 塩 基でTxn値に大 き な変化 が見 られ てい ない ことか ら、脂肪 族 スペ ー サー の
場合 は 、フ ェニル トリア ゾール 骨格 の ス タ ッキ ング効果 に よる三重鎖 の安 定化 効果 は得 られ な
かった と考 え られ る。 また 、第二 章第 一節 にお いて トリア ゾー ル環 が直接糖 部 とグ リコシル結
合 した 非天然 型塩 基 の物性 評価 を行 った が、先 の実験 結果 と比 較 して も明 らかな よ うに糖部 と



































位に置換基を有する非天然型塩基は、賑 値に大きな影響は見られず、ア ミド基 ような大きな
置換基を有する場合においてもTm値に変化は見 られなかった(Entries4-5)。一方で、Entry
6に示したメタ位に水酸基を有する非天然型塩基は、無置換のものと比較 してTm値 に大きな
























次 に、エ チ レンスペ ーサ ー(Spacerc)を有 す る非天然 型塩 基 のTn,測定 の結 果 をTable9
に示す。脂 肪族 ア ジ ドを用 いて合成 した非天 然型塩 基 は、先 の メチ レンス心 サー と比 較す る
と(Table8,Entries1-2)若干 で はあ るが全体 的 に7㌔、値 が高い傾 向が見 られ た(Entries1-
6)。また 、6種 類 の 中では ヒ ドロキ シエチル 基 を有す るEntry4がピ リミジン ・プ リン塩 基対
(CG、TA塩基 対)に 対 す る親和性 が最 も高 く23℃ のT--,値を示 した。 一方 で、 トリア ゾー
ル 環 置換 基 にお い て窒素 原 子 を有す る非天 然型 塩 基 は ピ リミジン ・プ リン塩基 対 に対 す るTm
値 が低 い傾 向 にあ った(Entries2,3,5:Tm=19・21℃)。また 、フェ ニル アジ ドを用い て合 成 し
たEntry7の非 天然型 塩基 は、TA塩 基対 に対す るTm値 が22°Cであった。 先 に も述 べた が 、
フ ェニル トリア ゾール 骨格 に よるス タ ッキ ング効果 は得 られ てい ない もの と考 え られ る。続 い
て、ベ ンゼ ン環 の置換 基 に よ るTm値 の変化 を調 べ た。 かっ こ内 の数字 は 、先 と同様 にベ ンゼ
ン環無 置換 のEntry7を基 準 と した場合 の 臨 値 の増 減 を示 して い る。 結果 、オ ル ト位 に置換
基 を有す る非天 然型 塩基 におい ては 、Tm値が 全体 的 に減少 す る結果 とな った(Entries8-9)。
メ タ位 に水酸基 を有 す るEntry10にお いて は、無置 換 の もの と比較 してTm値 の変化 が観 察 さ
れ ず 、先 の メチ レンスペ ー サー の場合 とは異 な る結 果 とな った(Table8,Entry6)。また 、同
じ位 置 に水 素結合 部位 を有 す るEntry11のア ミノ ピ リミジ ン も同様 の 島、値 を示 し、大 きな変
化 は見 られ なか っ た。 一 方 で、 メタ位 にア ミ ド基 を有 す る非天然 型塩 基 は、TA塩 基 対 に対す
る親 和性 が無置 換 のEntry7と比べ て+3℃ と若 干 向上 した(Entry12)。ヒ ドロキシ メチル基
ではTA塩 基対 に対 す る 同程 度 臨 値 の上昇 が見 られ なかっ た こ とか ら(Entry13,+1°C)、ア
ミ ド構 造が持 つ 平面性 はTm値 の上昇 に重要 で あ る こ とが考 え られ る。 また 、置換 基 に ウ レイ
ド基 を有す る非 天然型 塩 基 は、さ らにTA塩 基 対 に対す るTm値 が 向上 し、そ の値 は28°Cと+6℃
の変 化が観 察 され た(Entry14)。以上 の結果 よ り、Entries10-11のよ うな メタ位 に ヒ ドロキ
シ基 や ア ミノ基 を有す る場合 で はTm値 の上 昇 が見 られず に 、ア ミ ド基 、 ウレイ ド基 と官能 基
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のヘ テ ロ原 子 の位 置 を一原 子ず つ伸 ばす こ とで 臨 値 の上昇 が観 察 された こ とか ら、ベ ンゼ ン
環 メ タ位 置換基 のX1に 位 置 に存在 す るヘ テ ロ原 子 は アデニ ン と相 互 作用 しない こ とが推測 さ
れ る。 一方 で 、ヘテ ロ原 子 がX2、 また は、X3に 位 置 す る場 合 、TA塩 基対 のアデ ニ ン6位 ア
ミノ基 また は7位 窶 素原 子 と相 互作 用 して い る可能 性 が考 え られ る(Figure16)。そ こで、 さ
らな る置換 基 の検 討 を行 った。 まずC2対 称 構造 を有す る ビス ウレア 体の非 天然型 塩基 を評 価
した(Entry15)。結果 、 更 な るTm値 の上 昇 には繋 が らなか っ た ものの、TA塩 基 対 に対 して
27°CとEntry14と同程 度 の親 和性 を示 した。 また 、官能 基 を環 固定 したテ トラ ヒ ドロキ ノ リ




















































と同程 度 のTm値 が 観 察 され た 。Entry16では 、
Entries14-15で示 した非 天然型 塩 基 とは異 な り水
素 結 合供 与 体 とな る構 造 が存在 して い ない。 しか し
なが ら、TA塩 基対 に対 して 同程度 の親和性 を示 して
お り、 この こ とか ら(更 な る詳 細 な検 討 は 必要 で あ
るが)カ ル ポニル 基 が アデ ニ ン6位 と水 素結 合 して
い る可能性 が考 え られ る(Figure17)。続 い て、無 置
換 の フ ェニル トリア ゾール 骨格(Entry7)を有す る
非 天然 型塩 基 を基準 に置換 基 の違 い に よる 臨 値 の変
化 の 比較 を示 した(Figure18)。この結果 か ら、先 の
メチ レンスペー サー の場 合 とは異 な り、TA塩 基 対 に
対す る 臨 値 の上昇 度合 い はそ の他 の塩 基対 と比 べ て
大 き い傾 向 に あ る こ とが明 らか とな った。 また 、環
固 定等 の修 飾 を施 す こ とで 、そ の他 の塩 基 対(CG、
GC、AT)に対 す る親 和性 が低 下す る結 果 とな り、よ
りTA塩 基対選 択 的 にTm値 が 向上す る ことが分 か っ
た。 また、Entry18で示 した ナ フタ レン環 を有す る









Table10にはオ ・キシ メチ レンスペ ーサ ー を有す る非天 然型 塩基 の融解 温度 測定 の結果 を示
した。 まず 、脂 肪族 ア ジ ドを用 い て合成 した 非天 然型 塩基Entries1-2とフェニル ア ジ ドを用
い て合 成 した 非天然 型塩 基Entry3を比較 してTm値 に変化 は見 られ な か った。 また 、ベ ンゼ
ン環 オル ト位 に置換 基 を有す る化 合物 の 臨 値 は、先 のエ チ レンスペ ーサー(Table9,Entries
8-9)と同様 に,,の 化 合物(Entry3)と比較 して大 きな変化 は見 られ なか った。 さらに、
メタ位 におい て も官能 基 を検 討 した が、 際立 っ てTm値 が変 化す る とい う結果 は得 られ なか っ
た。興 味深 い こ とに、先 のエ チ レンスペー サ ー にお いて は メタ位 の官 能基 に よ りTA塩 基 対 に
対 す るTm値 の増 大 が観 察 され 、特 に ウ レイ ド基 を有 す る もの は無置換 の もの と比べ て6°Cの
上昇 が見 られ てい たが(Table9,Entry7とEntry14の比較)、一方 で、 メチ レンオ キシスペ
ーサー で はそ の 臨 値 の上昇 度合 い は+3℃ と小 さ く(Table10,Entry3とEntry9の比較)、
また 臨 値 の絶 対値 も23℃(Table10,Entry9)と先 の28℃(Table9,Entry14)に比 べ て
低 い値 を示 した(Figure19,赤で示 した数 値 の比較)。 この結 果 か ら、ア ノマ 位ー の原 子 の違 い
に よ り 黥 値 が 変化す る こ とが明 らか とな り、 スペ ーサ ー部位 の構 成原 子 が三重 らせ ん構造 に
お ける塩 基 部位 の空 間配 置 に大 き く影響 す る こ とが わか った。 また、エチ レンスペー サー の方
が メチ レンオ キ シスペー サー と比 べ てTm値 が全 体 的 に高い傾 向に ある こ とか ら、エ チ レンス











































次 に、spacereにつ いて の実験結 果 を示す(Table11)。まず は じめにEntry1,2の結 果 か ら、
先 の脂 肪 族 スペ ーサ ー と同様 に芳香 環 のス タ ッキ ン グ効 果 に よる三重 鎖 の安 定 化効 果 は得 ら
れ て いな い と考 え られ る。Table11の中で最 も顕 著 にTn,値に変化 が見 られ たの はメ タ位 にア
ミ ド基 を有 す る もので 、TA塩基 対 に対 して無置 換 の もの と比較 して+4℃ の値 を示 した(Entry
5)。一方 で メ タ位 置換 基 を ウ レイ ド基 へ と変換 したEntry6では、TA塩 基 対 に対 して 同程 度








































上昇 した こ とか ら、高 い スタ ッキ ング能 を有 す る こ とが勞 か る。 以上 の知 見か ら、Entry5に
お い て はTA塩 基対 のア デニ ン と相 互作用 して い る可能性 は考 え られ るが、 それ を裏 付 けるだ
けの 証拠 は不十 分 で あ り、更 な る検討 が必 要 で あ る と考 え られ る。 また、 これ まで のスペ ー サ
ー と比較 して特徴 的 な 恥 値 の変化 が見 られ なか っ た こ とか ら
、スペ ーサ ー構 造が アデ ニ ン認
識 部位 の探 索 には適 して い ない こ とも示唆 され る結果 とな った。
最後 に、spacerfにっ いて の結果 をTable12に示 す。まず 、脂 肪族 アジ ド、ベ ンジル ア ジ ド、
フ ェニル ア ジ ドを用 いて合 成 した非 天然型 塩基 はいず れ も20℃ 前 後 と低 いTm値 を示 し、そ の
値 に大 きな違 いは見 られ なか った(Entries1-3)。ベ ンゼ ン環オル ト位 に置 換基 を有す る非天
然型 塩 基 は標 的塩 基対 に よ らず どれ も 臨 値 が 低 下す る結果 となった。 一方 で メタ位 に置換 基
を有 す る化 合 物 は全 体 的 に3-4℃Z'm値が 上 昇 し、塩 基 対 選 択 的 な 変化 は 見 られ な か っ た
(Entry7-10)。ま た、 ヒ ドロキシ基(Entry7)以外 の非天然 型塩 基塩 基 におい てはCG塩 基




























































る非天然型塩基の開発へと展開した。そして、その物性を ム 測定により評価 し、CG塩基対に
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実 験 の 部
旋 光 度 は 日本 分 光P-2200旋 光 計 を用 い て 測 定 した。 赤 外 吸 収(IR)ス ペ ク トル は 、 日本 分 光
FT/IR-4200型分 光 光 度 計 を用 い て 測 定 した。 水 素 核 磁 気 共 鳴(1H-NMR)ス ペ ク トル は 日本 電 子
JNM・EX300型、 日本 電 子JNM-EX400型 を用 い 、テ トラ メチル シ ラ ン(0.00ppm)を内部 標 準 と
して 測 定 した 。分 裂様 式 はsinglet,doublet,triplet,doubledoublet,doubledoubledoublet,double
triplet,quintet,multiplet,をそれ ぞれs,d,t,dd,ddd,dt,quin.,m,と略 した。 炭 素 核 磁 気 共 鳴
(13C・NMR)スペ ク トル は 日本 電 子JNM・EX300型 、 日本 電 子JNM-EX400型 を用 い 、重 ク..ホ
ル ム(77.Opp皿)、重 メ タ ノ ー ル(49.Oppm)を 内 部 標 準 と して 測 定 した 。 リ ン核 磁 気 共 鳴
(31P-NMR)スペ ク トル は 、 日本 電 子JNM-EX400型 を用 い、5%リ ン酸 重水 溶 液(0.00ppm)を外
部標 準 と して 測 定 した。質 量 分析 は 日本 電子JMS-600、日本 電 子JMS-700、日本 電 子JMS-S3000
SpiralTOFTMを用 い て測 定 した。 シ リカ ゲル カ ラ ム ク ロマ トグ ラフ ィー の吸 着 剤 は富 士 シ リシ ア
化 学FL-60D(0.(瘡゜'mm)、富 士 シ リシ ア 化 学FL-100D(平 均0.100mm)、 富 士 シ リシ ア化 学
.li(o。060mm)、富 士 シ リシ ア化 学FL-60D(o.060mm)を用 い た。 高 速 液 体 ク ロマ トグ ラ
フ ィー(HPLC)はSHIMADZULC-lOATvP,SHTMADZUSPD-lOAvP,SHIMADZUCTO-lOAvr
を用 い て行 っ た。 融 解 温 度(Tm)測 定 は 島津W-1650、 島津UV・1800を用 い て行 った 。 オ リゴ核
酸 の質 量分 析 は 、BrukerDaltonics●AutoflexIITOF/TOFを用 い て 測定 した。
緩 衝 液 の 調 整 方 法
100mMリ ン酸 バ ッフ ァ(pH7.0)
リ ン酸 二水 素 ナ トリ ウム ニ水 和物(156mg,1.00mmolJをmilliQに溶解 して100mMリ ン酸
二 水 素 ナ トリウム 水溶 液(①)を 、リン酸 水 素 ニ ナ トリ ウム(155mg,1.09mmol)をmilliQに溶 解
して100mMリ ン酸 水 素 ニ ナ トリ ウム水 溶 液@)を 、それ ぞれ 調 整 す る。①と②を混合 す る こ とで
pH7.0の100mMリ ン酸 バ ッフ ァ と した 。
100mMカ コジ ル 酸バ ッフ ァ(pH6.8)
カ コ ジル 酸 ナ トリウム三 水 和 物(2.14g,10.OmmoDをmilliQ(:1u)に溶 解 す る。02NHCI
水 溶 液 を加 え て.:に 調 整 し、100mLに メ ス ア ップ してpxs.sの100mMカ コジル 酸 バ ッ
フ ァ と した 。
第 一 章 第 一 節 の 実 験
1-(a)-Ethynyl-S-Q-(4,4'-dimethoxytrityl)-2-deoxy-D-ribose(3a)
1・(β)-Ethynyl・5.O・(4,4'-dimethoxytrityl)-2-deoxy-D-ribose(3β)
窒 素 気 流 下 、化 合 物2(280mg,1.97mmol)の無 水 ピ リジ ン溶 液(.iu)に 、4,4'一ジ メ トキ シ
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ト リチ ル ク ロ リ ド(1.21g,2.95mmol)を加 え て2時 間 撹 拌 した 。 飽 和 重 曹 水 を加 え 酢 酸 エ チ ル で
抽 出 し、 水 、飽 和 食 塩 水 で 洗 浄 、 無 水 硫 酸 ナ ト リ ウ ム で 乾 燥 した 。 溶 媒 を減 圧 留 去 後 、 得 られ た 粗
成 績 体 を シ リカ ゲ ル カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィー(11・ヘ キ サ ン:酢 酸 エ チ ル=4:1)で 精 製 し、3α(461















窒 素 気 流 下 、3β(76.5mg,0.172mmol)及 び ジ イ ソ プ ロ ピル ア ン モ ニ ウ ム テ トラ ゾ リ ド(35.1
皿g,0.174mmo1)の 無 水 ア セ トニ トリル ・テ トラ ヒ ドロ フ ラ ン溶 液(3:1,2.4mL)に2一 シ ア ノ エ チ
ル ーN,N,N;N;一テ トラ イ ソプ ロ ピ ル ポ ス ホ ロ ジ ア ミダ イ ト(0.10mL,0.330mmol)を 室 温 に て 滴 下
し 、4時 間 撹 拌 し た 。 溶 媒 を 減 圧 留 去 後 、 得 られ た 粗 生 成 物 を シ リ カ ゲ ル カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー(n一ヘ キ サ ン:酢 酸 エ チ ル=5:1)に て 精 製 し 、4(80mg,69%)を 得 た 。
Colorlessoil.31P-NMR(CDC13)δp:148.5,149.1;HRMS(.・)mlzcalcd「うもrC37H45N2NaO6P
[M+Nab+:667.2913.fc)and667.2915.
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドの 合 成
標 準 的 な ホ ス ホ ロ ア ミ ダ イ ト法 に 従 い 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドの 合 成 を 行 っ た 。 合 成 機 はApplied
BiosystemsExpediteTM8909を用 い 、0.211molスケ ー ル で 行 い 、 反 応 活 性 化 剤 に は4,5一ジ シ ア ノ
イ ミ ダ ゾ ー ル(DCIActivator,Proligo⑪)また は5-[3,5一ジ(ト リ フ ル オ ロ メ チ ル)フ ェ ニ
ル]-2H-1,2,3,4一テ トラ ゾー ル(Activator42TM,Proligo⑪)を用 い た 。 合 成 した オ リ ゴ ヌ ク レオ チ ドは
28%ア ン モ ニ ア 水(室 温 、1.5時 間)で 処 理 し て 固 相 カ ラ ム か ら の 切 り 出 し を 行 い 、 引 き 続 き28%
ア ン モ ニ ア 水(55°C、12時 間)で 処 理 し、 脱 保 護 を 行 っ た 。 ゲ ル 濾 過(AmershamBiosciences,
NapTM10Columus)ま た は 固 相 抽 出(Sep-pak●PlusC18Cartridge)によ り簡 易 精 製 し た 後 、 逆
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相HPLC精 製 を行 っ た。
HPLCに よ る 精 製 及 び 純 度 確 認










MALDI・TOFMassス ペ ク トル 測 定
オ リゴ ヌ ク レオ チ ドの 組 成 は 、MALDI-TOFMass測 定 に て 確 認 した 。BrukerDal七〇nics⑪
AutoflexTOF/TOFを用 い て 、以 下 の 条 件 で 測 定 した 。マ トリ ック ス(2,4,6一トリ ヒ ドロ キ シ アセ
トフ ェ ノ ン ー水 和 物:クエ ン酸 三 ア ンモ ニ ウム=1:1)1pLを サ ンプル プ レー ト上 で 乾 燥 させ 、そ の
後 オ リ ゴヌ ク レオ チ ド1pLを 添加 して 乾燥 させ る こ とで 、測 定 サ ンプル を調 整 した 。 測 定 はネ ガ
テ ィブモ ー ドで行 っ た。
オ リ ゴ ヌ ク レオ チ ドの 定 量
260nmで の 紫外 部 吸 収 を測 定 し、オ リゴヌ ク レオ チ ドの 定 量 を行 っ た。 なお 、天 然 型 ヌ ク レオ
シ ドのモ ル 吸 光係 一£260は以 下 の値 を用 い た。26)
ε260:A,15400;G,11500;C,7400;T,8700;C(2'-deoxy-5-methylcytidine),6000.
ク リ ッ ク ケ ミス ト リー に よ るHuisgen反 応
試 薬 は 番 号 順 にエ ッペ ン ドル フ チ ュー ブ に入 れ て 、 混 和 した。 全 て の試 薬 を 混和 した 反応 液 は 、
遮 光 下 、 室 温 で シ ェイ カ ー を用 い て撹 拌 した(1000rpm)。
遡
反 応 時 間15時 間
1.2mM硫 酸 銅 水 溶 液(2.Oeq)
2.2mMア ス コル ビン酸 ナ トリウ ム水 溶 液(2.Oeq.)
3.100mMリ ン酸バ ッ フ ァ(pH7.0)
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4.ODNI,、
5.アジ ド試 薬THF溶 液(2。2eq.)全 量IOgL10%THF溶 液 、ODN1終 濃 度100FM
齟
反 応 時 間15時 間
1.2mM硫 酸銅 水溶 液(4.Oeq.)
2.2mMア ス コル ビ ン酸 ナ トリウム水 溶 液(4.Oeq.)
3.100mMリ ン酸 バ ッ フ ァ(pH7.0)
4.ODNl
5.アジ ド試 薬THF溶 液(5.Oeq.)全 量IOUL10%THE{液 、ODN1終 濃 度100pM
軆
反 応 時 間2分
1.2mM硫 酸銅 水溶 液(2.Oeq.)
'丶
2.TBTADMSO溶 液(4.Oeq.)
3.2mMア ス コル ビ ン酸 ナ トリウム水 溶 液(4.Oeq.)
4.100mMリ ン酸 バ ッ フ ァ(pH7.0)
5.ODNl
6.アジ ド試 薬DMSO溶 液(10eq.)全 量IOgL10%DMSO溶 液 、ODN1終 濃 度100pM
曲
反 応 時 間5分
1.2mM硫 酸銅 水溶 液(2.Oeq.)
2.TBTADMSO液(4.Oeq.)
3.2mMア ス コル ビ ン酸 ナ トリウム水 溶 液(4.Oeq.)
4.100mMリ ン酸 バ ッ フ ァ(pH7.0)
5.ODNl
6.アジ ド試 薬DMSO溶 液(10eq.)全 量IOgL30%DMSO溶 液 、ODN1終 濃 度100pM
HPLCに よ るHuisgen反 応 の 分 析









HPLCに よ るHuisgen反 応 の 分 取









MALDI-TOFMassスペ ク トル デ ー タ
実験項の最後 にま とめて記載。
第 一 章 第 二節 の実 験
第 一章第一節の反応条件4と 同条件 下、各種ア ジ ド試薬 を用 いて基質一般性 の検討 を行 った。た 一
だ し、Entry9に示 した4一ア ジ ドアニ リン塩 酸塩 は水溶液 と し、リン酸バ ッファの代 わ りにDMSO
を用 いるこ とで、最終的 に30%DMSO溶液 とした。また、RP-HPLCによるODN1・a-ODN1・o
の分析 ・分取、MALDI-TOFMass条件 も第一節 と同条件 を用 いた。
第 一 章 第 三節 の実 験
融 解 温 度(7m)測憲(二 重 鎖 形 成能 の評 価)
終濃度 をそれ ぞれ塩化ナ トリウム100mM、 リン酸ナ トリウム緩衝液(pH7.0)10mM、各オ リ
ゴヌ クレオチ ド鎖3.OuMとしたサ ンプル溶液(130gL)を沸騰水 中に浴 し、12時間か けて室温ま
で冷 ま した。窒素気流 下、サンプル溶液 を20°Cに5分 問保 った後測定 を開始 した。 毎分0 .5°C
の割合 で90°Cま で昇 温 し、0.5°Cの間隔で260nmに お ける吸光度 をプ ロッ トした。 また、Tm




1-(3・ヨー ドフ ェ ニ ル)・ウ レア(20mg,76.6ｵmol)の ジ メ チ ル ス ル ポ キ シ ド・水 混 合 溶 液(5:1,1.O
mL)に ア ジ 化 ナ ト リ ウ ム(10mg,15.3mmol)、 ヨ ウ化 銅(1)(1.5mg,7.66μmol)、ア ス コル ビ ン
酸 ナ トリ ウ ム(3.5mg,17.7ｵmol)、N,N'一ジ メ チ ル エ チ レ ン ジ ア ミ ン(1.0μL,9.23μmol)を加 え
て 室 温 で10時 間 撹 拌 した 。 水 を 加 え て 酢 酸 エ チ ル で 抽 出 し、 得 られ た 有 機 層 を 無 水 硫 酸 ナ トリ ウ
ム で 乾 燥 させ た 。 有 機 層 を 減 圧 留 去 した 後 、 フ ラ ッ シ ュ シ リ カ ゲ ル カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー(ト








1-(4・ヨー ドフ ェ ニ ル)一ウ レア(40mg,153ｵmol)の ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド 水ー 混 合 溶 液(5:1,3.O
mL)に ア ジ 化 ナ ト リ ウ ム(20mg,30.5μmo1)、 ヨ ウ化 銅(1)(2,9mg,15.3μmol)、ア ス コル ビ ン
酸 ナ トリ ウ ム(6.5mg,32.8μlnol)、N,N'一ジ メ チ ル エ チ レ ン ジ ア ミ ン(1.7ｵL,15.6μmo1)を加 え
て 室 温 で12時 間 撹 拌 した 。 水 を加 え て 酢 酸 エ チ ル で 抽 出 し、 得 られ た 有 機 層 を 水 、 飽 和 食 塩 水 で
洗 浄 、 無 水 硫 酸 ナ ト リ ウ ム で 乾 燥 させ た 。 有 機 層 を 減 圧 留 去 した 後 、 フ ラ ッ シ ュ シ リカ ゲ ル カ ラ ム






融解 温 度(Tm)測定(三 重 鎖 形 成 能 の評 価)
終濃度 をそれ ぞれ塩化 カ リウム140mM、 塩化マ グネ シ ウム10mM、 リン酸ナ トリウム緩衝液
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(pH7.0)7mM、各 オ リゴヌ ク レオチ ド鎖1.5罫Mと したサ ンプル溶液(130gL)を沸騰水 中に浴
し、12時間か けて毒温 まで冷 ま した。窒素気流 下、サ ンプル溶 液 を5°Cま で冷却 し、 さ らに20
分間5°Cに 保 った後測 定を開始 した。毎分0.5°Cの割合で85°Cまで昇 温 し、0.5°Cの間隔で260
nmに お ける吸光度 をプ ロ ッ トした。 また、Tm値は微分 法に よ り算 出 した。
融解 温 度(Tm)測定(三 重 鎖 形 成 能 の評価)
終濃 度 をそれぞれ塩化 カ リウム100mM、 塩 化マ グネ シ ウム50mM、 カコジル酸ナ トリウム緩
衝液 〈pH6.8)10mM、各 オ リゴヌク レオチ ド鎖1.89gMとしたサ ンプル溶液(130pDを沸騰 水
中に浴 し、6-12時問かけて室 温まで冷 ま した。 窒紊気流 下、サ ンプル溶液 を5°Cま で冷却 し、 さ
らに30分 間5°Cに 保 った後 測定 を開始 した。毎分0.5°Cの割合 で90°Cまで昇 温 し、0.5°Cの
間隔で260nmにお ける吸光度 をプロ ッ トした。ま た、Tm値は中線法 に より算 出 した。




第 二 章 第 二 飾 の 実 験
2-[3',5'-Di-O-acetyl-(2'-deoxy-D-ribofuranosyl)]-5-(trimethylsilyl)ethynylthiophe
ne(6)
ア ル ゴ ン 気 流 下 、 化 合 物5(310mg,0.856mmol)の 無 水 テ トラ ヒ ドロ フ ラ ン 溶 液(7mL}に 、
ト リエ チ ル ア ミ ン(2mL)、 テ トラ キ ス(ト リ フ ェ ニ ル ポ ス フ ィ ン)パ ラ ジ ウ ム(0>(goomg,0.0856
mmol)、ヨ ウ化 銅(1)(331丑g,0.171mmol)を加 え て 脱 気 、 ア ル ゴ ン 置 換 した 。 ト リメ チ ル シ リル ア
セ チ レ ン(360gL,2.57mmol)を 加 え て 室 温 で22時 間 撹 拌 し た 。セ ライ ト濾 過 後 、溶 媒 留 去 し た 。
得 られ た 粗 成 績 体 を フ ラ ッ シ ュ シ リ カ ゲ ル カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー(n一 ヘ キ サ ン1酢 酸 ヱ チ ル=










窒 素 気 流 下 、 化 合 物6(240mg,0.631mmo1)の 無 水 メ タ ノ ー ル 溶 液(5mL)に 、 炭 酸 カ リ ウ ム
(44mg,0.316mmol)を 加 え て 室 温 で30分 間 撹 拌 した 。 溶 媒 留 去 後 、 フ ラ ッ シ ュ シ リカ ゲ ル カ ラ










窒 素 気 流 下 、 化 合 物7(68mg,0.304mmol)の 無 水 ピ リ ジ ン 溶 液(5mL)に}氷 冷 下 、4,4'・ジ メ
トキ シ ト リチ ル ク ロ リ ド(123mg,0.364mmol)を 加 え て 室 温 で6時 間 撹 拌 し た 。 氷 冷 下 、水 を 加
え 酢 酸 エ チ ル で 抽 出 し た 。 有 機 層 を 水 、 飽 和 食 塩 水 で 洗 浄 後 、 無 水 硫 酸 ナ トリ ウ ム で 乾 燥 させ た 。
溶 媒 留 去 後 、 フ ラ ッ シ ュ シ リカ ゲ ル カ ラ ム ク ロマ トグ ラ フ ィー(n一ヘ キ サ ン1酢 酸 エ チ ル=5:1)で












窒 素 気 流 下 、化 合 物7(50mg,0.0949mmol)の無 水 ジ ク ロ ロメ タ ン溶 液(1mL)に 、N,Nジ イ
ソプ ロ ピル エ チル ア ミン(50uL,0.285mmol)を加 え た。 氷 冷 下 、2一シ ア ノエ チ ル ジイ ソプaピ
ル ク ロ ロホ ス ホ ロア ミダイ ト(2611L,0.114mmol)を加 えて 室 温 で5時 間撹 拌 した 。 氷 冷 下 、飽
和 重 層 水 を加 え 室 温 で30分 間 撹 拌 後 、 ジ ク ロ ロメ タ ンで抽 出 した。 有 機 層 を飽 和 重 層 水 、 水 、飽
和 食 塩 水 で洗 浄 後 、無 水硫 酸 ナ トリウム で 乾燥 させ た。溶 媒 留 去 後 、フ ラ ッシ ュ シ リカゲ ル カ ラ ム
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窒 素 気 流 下 、 化 合 物11(170mg,0.355mmol)の 無 水 ジ ク ロ ロ メ タ ン(3ml.)溶 液 に 、 プ ロ パ
ル ギ ル ア ミ ン(27uL,0.426!111・)、1一エ チ ル ー3-(3一ジ メ チ ル ア ミ ノ プ ロ ピル)カ ル ポ ジ イ ミ ド塩 酸
塩(82mg,0.426mmol)、4一ジ メ チ ル ア ミ ノ ピ リジ ン(9mg,0 .0711mmo1)を加 え 、11時 間 撹 拌
し た 。 水 を 加 え て ジ ク.　 メ タ ン で 抽 出 した 後 、 有 機 層 を飽 和 食 塩 水 で 洗 浄 後 、 無 水 硫 酸 ナ ト リ ウ
ム で 乾 燥 させ た 。溶 媒 留 去 後 、 フ ラ ッ シ ュ シ リカ ゲ ル カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー(n一ヘ キ サ ン!酢酸












窒 素 気 流 下 、 化 合 物12(1001ng,0.194mmol)の 無 水 ジ ク ロ ロ メ タ ン 溶 液(2mL)に 、N,Nジ
イ ソ プ ロ ピル エ チ ル ア ミ ン(100uL,0.5821nmoD、2・シ ア ノ エ チ ル ジ イ ソ プ ロ ピル ク.　 ホ ス ホ ロ
ア ミ ダ イ ト(52gL;Q.233mmol)を 加 え て3時 間 撹 栓 した 。飽 和 重 層 水 を加 え て 室 温 で0.5時 間 撹
拌 し た 後 、 溶 媒 留 去 し、 得 られ た 粗 成 績 体 を フ ラ ッシ ュ シ リカ ゲ ル カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー(n一








窒 素 気 流 下 、化 合 物13(1.2g,2.37mmol)の 無 水 ジ ク ロ ロ メ タ ン 溶 液(10ml.)に 、-78℃ で 水
素 化 ジ イ ソ ブ チ ル リチ ウ ム(5.1mL,4.74mmol)を5分 間 か け て 滴 下 し、・78°Cで30分 撹 拌 した 。
飽 和 重 層 水 を 加 え た 後 、 ジ クf　 メ タ ン で 抽 出 し、得 られ た 有 機 層 を 飽 和 食 塩 水 で 洗 浄 、硫 酸 ナ ト
リ ウ ム で 乾 燥 させ た 。 溶 媒 を減 圧 留 去 後 、得 られ た 粗 成 績 体 を ブ ラ ッ シ ュ シ リ カ ゲ ル カ ラ ム ク ロ マ
トグ ラ フ ィ ー(n一ヘ キ サ ン1酢 酸 エ チ ル=1:2)で 簡 易 精 製 し 、 化 合 物14(1.Og,92%)を 得 た 。
続 い て 、 窒 素 気 流 下 、 化 合 物14(500mg,1.08mmol)の 無 水 メ タ ノ ー ル 溶 液(10mL)に 炭 酸
カ リ ウ ム(450mg,324mmol)、 大 平 一ベ ス トマ ン試 薬(250mg,1.30mmol)を 加 え 、 室 温 で5
時 間 撹 拌 した 。 溶 媒 を 減 圧 留 去 後 、 水 を 加 え て 酢 酸xチ ル で 抽 出 し、 得 られ た 有 機 層 を 水 、飽 和 食
塩 水 で 洗 浄 、硫 酸 ナ ト リ ウム で 乾 燥 させ た 。 溶 媒 を 減 圧 留 去 後 、 得 られ た 粗 成 績 体 を フ ラ,ッシ ュ シ
リカ ゲ ル カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー(n一ヘ キ サ ン!酢 酸 エ チ ル ニ2:1)で 精 製 し、化 合 物15(420mg,









窒 素 気 流 下 、 化 合 物15(190mg,0.414mmo1)の 無 水 ジ ク ロ ロ メ タ ン 溶 液(5mL)にN,Nジ イ
ソプ ロ ヒ ル゜ エ チ ル ア ミ ン(210gL,1.24mmol)、2一シ ア ノ エ チ ル ジ イ ソ プ ロ ピル ク ロ ロ ホ ス ホ ロ ア
ミ ダ イ ト(120uL,0.539mmol)を 加 え 、 室 温 で1.5時 間 撹 拌 した 。 水 を加 え て 、 溶 媒 を 減 圧 留 去
後 、得 られ た 粗 成 績 体 を シ リカ ゲ ル カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィー(n一ヘ キ サ ン1酢 酸 エ チ ル=5:1)で 精









窒 素 気 流 下 、化 合 物13(1.2g,2.37mmol)の 無 水 テ トラ ヒ ドロ フ ラ ン 溶 液(20mL)に 水 素 化 ア
ル ミニ ウ ム リチ ウ ム(360mg,9.47mmol)を 加 え 、 室 温 で9時 間 撹 拌 した 。 水 を加 え て 、 酢 酸 エ
チ ル で 抽 出 し、水 、 飽 和 食 塩 水 で 洗 浄 、 硫 酸 ナ ト リ ウ ム で 乾 燥 させ た 。 溶 媒 を 減 圧 留 虫 後 、 得 られ
た 粗 成 績 体 を フ ラ ッ シ ュ シ リカ ゲ ル カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィー(n一ヘ キ サ ン!酢 酸 エ チ ル=5:1)で
簡 易 精 製 し、 ア ル モrル 体(1.lg,quant)を得 た 。 こ の 化 合 物 は 一 部 そ の ま ま 次 の 反 応 に 用 い た 。
窒 素 気 流 下 、ア ル コ ー ル 体(500mg,1.08mmol)の 無 水 ピ リジ ン溶 液(10mL)にp一 トル エ ン ス
ル ポ ニ ル ク ロ リ ド(246mg,1.29mmol)を 加 え て 室 温 で12時 間 撹 拌 し た 。水 を 加 え て 酢 酸 エ チ ル
で 抽 出 し た 後 、 水 、 飽 和 食 塩 水 で 洗 浄 、Na2SO4で 乾 燥 させ た 。 溶 媒 を減 圧 留 去 し、 得 られ た 粗 成
績 体 を フ ラ ッ シ ュ カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィー(n一 ヘ キ サ ン/酢酸 エ チ ル=3:2)で 精 製 し 、化 合 物17
(5391ng,81%)を得 た 。 こ の 化 合 物 は 一 部 そ の ま ま 次 の 反 応 に 用 い た 。
窒 素 気 流 下 、 化 合 物17(1u:,0.404mmol)の 無 水 テ トラ ヒ ドロ フ ラ ン溶 液(3mL)に 、 リ
チ ウ ム ア セ チ リ ド・エ チ レ ン ジ ア ミ ン 錯 体(u: ,0.889mmol)を加 え て 室 温 で9時 間 撹 拌 した 。
飽 和 塩 化 ア ン モ ニ ウ ム 水 溶 液 を 加 え た 後 ジ エ チ ル エ ー テ ル で 抽 出 し、 有 機 層 を 水 、飽 和 食 塩 水 で 洗
浄 、 無 水 硫 酸 ナ ト リ ウ ム で 乾 燥 した 。 溶 媒 留 去 後 、 得 ら れ た 粗 成 績 体 を フ ラ ッ シ ュ カ ラ ム ク ロマ ト










窒 素 気 流 下 、 化 合 物18(90mg,0.190mmol)の 無 水 ジ ク ロ ロ メ タ ン溶 液(2mL)に 、N,N一ジ イ
ソ プ ロ ピル エ チ ル ア ミ ン(97uL,0.571mmol)、2一シ ア ノ エ チ ル ジ イ ソプ ロ ピル ク ロ ロ ホ ス ホ ロ ア
ミダ イ ト(51gL,0.223mmo1)を 加 え 、室 温 で5時 間 撹 拌 し た 。水 を 加 え て 、溶 媒 を 減 圧 留 去 後 、
得 られ た 粗 成 績 体 を シ リカ ゲ ル カ ラ ム クaマ トグ ラ フ ィー(n一ヘ キ サ ン!酢 酸 エ チ ル=1:1)で 精 製








窒 素 気 流 下 、 化 合 物20(3.Og,7.71mmol)の 無 水 ア セ トニ ト リル 溶 液(75mL)に 氷 冷 下 、 プ ロ
パ ル ギ ル ア ル コ ー ル(360pL,9.25mmoDを 加 え て 室 温 で6時 間 撹 拌 した 。 水 を 加 え た 後 酢 酸 エ
チ ル で 抽 出 し 、 有 機 層 を 飽 和 重 層 水 、 水 、 飽 和 食 塩 水 で 洗 浄 、 無 水 硫 酸 ナ トリ ウ ム で 乾 燥 した 。 溶
媒 留 宏 後 、 得 られ た 粗 成 績 体 を フ ラ ッ シ ュ カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー(n一 ヘ キ サ ン!酢 酸 エ チ ル=








窒 素 気 流 下 、 化 合 物21β(600mg,1.47mmol)の 無 水 メ タ ノ ー ル 溶 液(5mL)に 、 ソ ジ ウ ム メ
トキ シ ド(240mg,4.41mmoDを 加 え て 室 温 で5時 間 撹 拌 し た 。 溶 媒 留 去 後 、 得 られ た 粗 成 績 体 を









窒 素 気 流 下 、化 合 物22(120mg,0.697mmol)の 無 水 ピ リ ジ ン 溶 液(5mL)に 、4,4'一ジ メ トキ シ
ト リチ ル ク ロ リ ド(283mg,0.836mmol)を 加 え て 室 温 で6時 間 撹 拌 し た 。水 を 加 え た 後 酢 酸 エ チ
ル で 抽 出 し 、有 機 層 を 水 、 飽 和 食 塩 水 で 洗 浄 、無 水 硫 酸 ナ ト リ ウ ム で 乾 燥 し た 。 溶 媒 留 去 後 、得 ら
れ た 粗 成 績 体 を フ ラ ッ シ ュ カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー(n一ヘ キ サ ン1酢 酸 エ チ ル=2:1)で 精 製 し、












窒 素 気 流 下 、 化 合 物23(70mg,0.148mmol)の 無 水 ジ ク..メ タ ン 溶 液(2mL)に 、N,N二・ジ イ
ソ プ ロ ピル エ チ ル ア ミ ン(75gL,0.443mmol)、2一シ ア ノ エ チ ル ジ イ ソ プ ロ ピル ク ロ ロ ホ ス ホ ロ ア
ミ ダ イ ト(40gLO.177mmol)を 加 え 、室 温 で15時 間 撹 拌 した 。水 を 加 え て 、溶 媒 を 減 圧 留 去 後 、
得 られ た 粗 成 績 体 之 シ リカ ゲ ル カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィー(n一ヘ キ サ ン!酢 酸 エ チ ル ニ4:1)で 精 製








窒 素 気 流 下 、化 合 物25(180mg,0.452mmol)の 無 水 ジ クr　 メ タ ン 溶 液(3mL)に 、4一ジ メ チ
ル ア ミ ノ ピ リ ジ ン(11mg,0.108mmol>、 プ ロパ ル ギ ル ア ミ ン(35pL ,0。542mlno1)、1一エ チ ル
ー3・(3一ジ メ チ ル ア ミ ノ プ ロ ピル)カ ル ポ ジ イ ミ ド塩 酸 塩(104
mg,0.542m阻oDを 加 え て 室 温 で1時
間 撹 拌 した 。 水 を 加 え た 後 ジ ク ロ ロ メ タ ン で 抽 出 し 、 有 機 層 を 水 、飽 和 食 塩 水 で 洗 浄 、 無 水 硫 酸 ナ
へ ゆ
ト リ ウ ム で 乾 燥 し た 。 溶 媒 留 去 後 、 得 ら れ た 粗 成 績 体 を フ ラ ッ シ ュ カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー(n一
ヘ キ サ ン1酢 酸 エ チ ル=3:1)で 精 製 し










窒 素 気 流 下 、 化 合 物26(80mg,0.184mmol)の 無 水 メ タ ノ ー ル 溶 液(2mL)に 、 ソ ジ ウ ム メ ト
キ シ ド(30mg,0.551mmo1)を 加 え て 室 温 で10時 間 撹 拌 した 。 溶 媒 留 去 後 、 フ ラ ッ シ ュ カ ラ ム ク










窒 素 気 流 下 、 化 合 物27(u:,0.105mmol)の 無 水 ピ リジ ン溶 液(2mL)に 、4,4'一ジ メ トキ シ
ト リチ ル ク ロ リ ド(50mg,0.148mmoDを 加 え 、室 温 で11時 間 撹 拌 した 。 水 を加 え た 後 酢 酸 エ チ
ル で 抽 出 し、 有 機 層 を 水 、 飽 和 食 塩 水 で 洗 浄 、 無 水 硫 酸 ナ ト リ ウ ム で 乾 燥 させ た 。 溶 媒 留 去 後 、 フ
ラ ッ シ ュ カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー(n一ヘ キ サ ンノ酢 酸 エ チ ル=1:2)で 精 製 し、 化 合 物28(49mg,











化 合 物28(40mg,0.0798mmol)の無 水 ジ クw　 メ タ ン溶 液(2mL)に 、N,Nジ イ ソプ ロ ヒ゜ル
エ チ ル ア ミン(41p五,0.239mmol)、2・シア ノエ チ ル ジイ ソプ ロ ピル ク ロ ロ ホ ス ホ ロア ミダ イ ト
(21pb,0.0957mmo1)を加 え 、 室 温 で3時 間撹 拌 した。 飽 和 重 層 水 を加 え て室 温 で30分 撹 拌 後 、
酢 酸 エ チ ル で 抽 出 し、有 機 層 を水 、飽 和 食塩 水 で洗 浄 、無水 硫 酸 ナ トリ ウム で 乾燥 させ た 。溶 媒 留
去 後 、フ ラ ッシ ュ カ ラ ム ク ロマ トグ ラ フ ィー(n一ヘ キサ ン1酢酸 エ チ ル=3:1)で 精 製 し、化 合 物29
44









窒 素 気 流 下 、2一ア ジ ド安 息 香 酸(200mg ,1.23mmol)に 塩 化 チ オ ニ ル(1mL)を 加 え て2時 間
加 熱 還 流 し た 。 溶 媒 留 去 後 、 氷 冷 下10%ア ン モ ニ ア 水 溶 液(3mL)を 加 え 、0.5時 間 撹 拌 し た 。 ク
ロ ロ ホ ル ム で 抽 出 し、 有 機 層 を 水 、 飽 和 食 塩 水 で 洗 浄 、 無 永 硫 酸 ナ トリ ウ ム で 乾 燥 させ た 。 減 圧 留
去 後 、 フ ラ ッ シ ュ カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー(ク ロ ロ ホ ル ム1メ タ ノ ー ル=10:1)で 精 製 し、2・ア ジ














C8H14N404(41mg,0.1mmol)に4N塩酸・ジオ キサ ン溶 液(1mL)を 加 えて80℃ で1時 間撹 拌
した。減 圧 留 宏 後 、得 られ た化 合物 を ジ メチル スル ポ キ シ ド1水d:1の 溶 液2mLに 溶 か し
、そ の
ま まHuisgen反応 に用 い た 。
45
C20H37N504(44mg,0.1mmol)に4N塩酸 ジオ キサ ン溶 液(lmL、)を 加 え て80℃ で1時 間 撹
拌 した。 減 圧 留 去 後 、得 られ た化 合 物 を ジ メ チル ス ル ポ キ シ ド1水=2:1の溶 液2mLに 溶 か し、そ
の ま まHuisgen反応 に用 い た 。
3,5一ジ ア ミノ ヨー ドベ ンゼ ン(160mg,0.680mmol)の2N塩酸 水 溶 液(1mL)に 水(4mL)、シ
ア ン酸 カ リ ウム(170mg,2.04mmol)を加 えて 室温 で12時 間撹 拌 した。 析 出 固体 を濾 過 し、2N
塩 酸 水 溶 液 、 冷 トル エ ンで 洗 浄 した。 得 られ た 固 体 の ジ メチ ル スル ホ キ シ ド1水混 合溶 液(5:1,3.O
mLl)にア ジ化 ナ トリ ウム(501ng,76.3ｵmol)、ヨ ウ化 銅(1)(6.Omg,31.0ｵmot)、ア ス コル ビン
酸 ナ トリウム(15mg,75.6μmoD、N,N'一ジ メ チル エ チ レン ジア ミン(4ｵL,36.7μmol)を加 え て
室 温 で12時 間撹拌 した。 水 を加 え て酢 酸 エ チ ル で 抽 出 し、得 られ た有 機 層 を水 、飽 和食 塩 水 で洗
浄 、 無 水硫 酸 ナ トリ ウムで 乾 燥 させ た。 有機 層 を減 圧 留 去 した後 、10mMジ メチ ル スル ポ キ シ ド
溶 液 と してHuisgen反応 に利 用 した 。
Nア セ チ ル ー7一ア ミ ノ テ トラ ヒ ドロ キ ノ リ ン(270mg,1.42mmol)の ア セ トニ ト リル 溶 液(10
mL)に 氷 冷 下 、 亜 硝tert一 ブ チ ル(270μL,2.28mmol)、 ト リ メ チ ル シ リル ア ジ ド(240μL,1.51
rugを 加 え て 室 温 で15時 間 撹 拌 した 。 水 を加 え て 酢 酸 エ チ ル で 抽 出 し、得 られ た 有 機 層 を飽 和
重 層 水 、水 、飽 和 食 塩 水 で 洗 浄 、 無 水 硫 酸 ナ ト リ ウ ム で 乾 燥 させ た 。 有 機 層 を 減 圧 留 去 し た 後 、 フ
ラ ッ シ ュ カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィー(11・ヘ キ サ ン1酢酸 エ チ ル=1:1)で 精 製 し、Nア セ チ ル ー%一ア ジ








オ リゴヌ ク レオチ ドの合 成
標 準的なホスホロア ミダイ ト法 に従い、オ リゴヌ ク レオチ ドの合成 を行 った。合成機 はnS-8を
用 い 、0.2R皿ol離 は1.Oumolスケ ール で 行 い 、 反応 活 性 化 剤 に は5{3,5一ジ(ト リフル オ ロ メチ
ル)フ ェニ ル}2H-1,2,3,4一テ トラ ゾー ル(Activator42TM,Proligo●)を用 い た。 合 成 した オ リゴヌ ク
レオ チ ドは28%ア ン モ ニ ア水(室 温 、1.5時間)で 処理 して 固相 カ ラ ム か らの切 り出 しを行 い 、 引
き続 き28%ア ンモ ニ ア 永(55°C、12時間)で 処 理 し、脱 保 護 を行 っ た。 固相 抽 出(Sep-pak●Plus
C18Cartridge>によ り簡 易精 製 した後 、逆 相HPLC精 製 を行 っ た。
HPLCに よ る精 製 及 び 純 度 確 認
オ リゴヌ ク レオ チ ドの精 製 及 び純 度 確 認 は 以 下 の 条件 で行 っ た。










MALDI-TOFMassス ペ ク トル 測 定
オ リゴ ヌ ク レオ チ ドの 組 成 は 、MALDI-TOFMass測 定 に て 確 認 した 。BrukerDaltonics●
AutoflexIITOF/TOFを用 い て 、以 下 の 条 件 で 測 定 した。マ トリ ックス(2,4,6一トリヒ ドロキ シ ア セ
トフ ェ ノ ンー 水 和 物:クエ ン酸 三 ア ンモ ニ ウム=1:1)1pLを サ ンプ ル プ レー ト上 で 乾燥 させ 、そ の
後 オ リゴヌ ク レオ チ ド1pあ を 添加 して乾 燥 させ る こ とで 、測 定 サ ン プル を調整 した。 測 定 は ネ ガ
テ ィブ モ ー ドで 行 った 。
オ リ ゴ ヌ ク レオ チ ドの 定 量
第 一 章 と同様 に:ほρ た 。
Fiuisgen反応
試 薬 は番 号順 にエ ッペ ン ドル フチ ュー ブ に入 れ て 、 混和 した。 全 て の試 薬 を 混 和 した反 応 液 は 、
遮 光 下 、 室 温 で放 置 した。 反応 条件 は 、 第 一 章 の反 応 条件4を 参 考 に行 った 。
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HPLCに よ るHuisgen反 応 の 分 析








HPLCに よ るHuisgen反 応 の 分 取
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